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1 玉屏 风 多 糖 对 草鱼 肠 黏膜 形态 结构 及 主要 免疫 与 吸收 相关 基因 表达 的 影响 
2 FER RPA? ARI SE? wR? 


3 (1. 广 东海 洋 大 学 农学 院 ， 湛 江 524088; 2. 佛 山 科 学 技术 学 院 生 命 科 学 与 工程 学 院 ， 佛 山 528231; 


4 3. 广 州 


国 科 学 院 先 进 技术 研究 所 ， 广 州 511458) 


5 fh 要 : 本 试验 旨 在 换 讨 不 同比 例 玉 屏风 多 糖 对 草鱼 肠 黏膜 形态 结构 及 主要 免疫 与 吸收 相关 基因 表 


THN 


6 ” 达 的 影响 。 试 验 选 择 750 尾 平均 体重 为 (74.50+2.50) g 的 健康 草鱼 ， 随 机 分 为 5 组 (每 组 6 NE 


7 8, 每 个 重复 25 尾 ) 。 对 照 组 (了 I 组 ) 投 喂 基础 饲料 ,试验 组 CI ~ VE 投 喂 在 基础 饲料 基础 上 


8 分别 添加 0.8、1.2、1.6、2.0 g/kg 玉屏 风 多 糖 的 试验 饲料 。 预 试 期 7d， 正 试 期 28 d。 结 果 表 明 : 1) 


9 与 对 照 组 相 比 ,在 试验 第 14 天 时 , V 组 的 隐 窝 深度 显著 降低 CP<0.05), 而 绕 腺 比 则 显著 提高 (P<0.05 )。 
10 2) 对 照 组 相 比 ， 在 试验 第 7 天 时 ，II 和 区 组 头骨 中 和 白介素 -2CZ-2) mRNA 相对 表达 量 显著 或 极 显 著 


11 提高 CP<0.05 或 P<0.01) , Il. M, WAV AKA HAIR yUFN-y)mRNA 相对 表达 量 均 极 显著 提 


12 高 (P<0.01) ,II、V 和 V 组 肠 道 中 钠 葡萄 糖 转运 和 蛋白 1(SGL7T-1) 和 和 葡萄糖 转运 蛋白 2(GLUT-2)mRNA 


13 ”相对 表达 量 显 著 或 极 显 著 提 高 (P<0.05 或 P<0.01) ) 。3) 与 对 照 组 相 比 ， 在 试验 第 14 AM, IVAN 


14 VXI IL-2 mRNA 相对 表达 量 极 显著 提高 (P<0.01) ，I、IIL、IV 和 V 组 头 肾 中 IN-y mRNA 


15 ”相对 表达 量 显著 或 极 显 著 提 高 (P<0.05 BK P<0.01) , II、IV 和 V 组 肠 道中 SGLT-1 和 GLUT-2 mRNA 


16 ”相对 表达 量 极 显著 提高 (P<0.01) 。4) 与 对 照 组 相 比 ， 在 试验 第 21 天 时 ，IV 组 头 肾 中 卫 -2 mRNA 


17 ”相对 表达 量 显著 提高 (P<0.05) ，I、II、IV 和 V 组 头 肾 中 IFN-y mRNA 相对 表达 量 极 显著 提高 


18 (P<0.01), I IIIV 和 V 组 肠 道中 SGZ71 和 GLUT-2 mRNA 相对 表达 量 显 著 或 极 显 著 提 高 (P<0.05 


19 BK P<0.01) . 5) 与 对 照 组 相 比 ， 在 试验 第 28 RAT, IVA VH E IL-2 mRNA 相对 表达 量 极 显著 
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提高 (P<0.01), 了 三 、V 和 V 组 头 肾 
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中 IFN-y mRNA 相对 表达 量 显著 或 极 显 著 提 高 (P<0.05 或 P<0.01)， 


Il. M, VA VHE ČF SGLT-1 mRNA 相对 表达 量 显著 或 极 显著 提高 (P<0.05 或 P<0.01) 。 综 上 


所 述 , 在 草鱼 饲料 中 添加 一 定量 的 玉屏 风 多 糖 能 改善 肠 笑 膜 形态 结构 ,促进 肠 道 中 SGLT-1 和 GLUT-2 


基因 的 表达 ， 调 控 涉 肾 中 IL-2 和 IFN-Y 基因 


的 表达 ， 从 而 提高 肠 道 吸收 功能 、 


节约 饲养 成 本 出 发 ， 草 鱼 饲 料 中 玉屏 风 多 糖 最 适 添加 量 为 1.6 g/kg。 


关键 词 : 草鱼 ; 了 


白 2 


中 图 分 类 号 : $963 


草鱼 


与 链 鱼 、 青 鱼 、 鲜 鱼 并 称 我 国 四 大 家 鱼 ， 


REA BH; MERE; 


文献 标识 码 : A 


因 


其 肉质 全 


白介素 -2; PRA y: 钠 葡 衡 糖 转运 蛋白 1: 


增强 机 体 免 疫 力 。 从 


简 欧 糖 转运 蛋 


f 美 和 营养 价值 高 等 特点 深 受 广大 消费 


者 的 青睐 并 且 被 广泛 养殖 。 随 着 我 国 水 产 养 殖 业 的 不 断 扩大 , 高 密度 、 集 约 化 的 养殖 模式 导致 草鱼 病 


害 的 发 生 以 及 流行 中 。 在 这 过 去 的 20 年 里 ， 大 量 的 兽药 作为 预防 性 抗生素 被 投放 到 水 环境 中 ， 这 种 


滥用 抗生素 行为 将 导致 水 环境 中 耐 药 细菌 的 出 现 和 鱼 类 病原 菌 耐 药 性 增强 ， 导 致 土壤 细菌 、 动 物 病 


原 菌 和 人 体 病原 菌 间 的 耐 药 基 因 转 移 ， 导 致 沉积 物 和 水 层 细菌 群落 的 改变 中， 这 使 得 提高 草鱼 免疫 


力 、 


毒 副作用 小 、 无 残留 等 优点 ， 在 


减少 抗生素 


玉屏 风 是 由 黄 工 、 白 术 、 防 


风 这 3 味 中 药 组 成 内。 其 作 


1 类 的 生长 、 免 疫 以 及 消化 性 能 等 方面 


的 使 用 成 为 主要 的 研究 方向 。 近 些 年 的 研究 表明 ， 中 药 多 糖 作为 饲料 添加 剂 ， 


LA 


ASS RMA RE, 


HA a. Ea 


和、 补 脾 实 卫 、 止 汗 的 功效 。 


玉屏 风 多 糖 是 将 黄 工 、 白 术 、 防 风 按 一 定 比 例 混合 后 通过 温 泡 、 水 痢 、 加 热 浓 缩 、 冷 却 离心 以 及 醇 


沉 法 提取 得 到 外。 玉屏 风 散 各 组 成 药物 的 多 糖 成 分 均 已 被 证 实 对 机 体 免疫 系统 产生 影响 *。Yuan 等 


5 给 鲤鱼 注射 不 同 剂 量 的 黄 基 多糖， 结果 发 现 头 肾 中 的 


表达 量 也 增加 ; 毛 俊 浩 的 试验 表明 白 


等 [发 现 


的 状态 ; 


KEY 


胞 


高 表达 IL-2 有 关 。 以 上 研究 表明 玉 


在 前 人 研究 的 基础 上 探讨 不 同比 例 3 


白介素 (Is) 随 着 黄 工 多 糖 注射 量 的 增加 其 
术 多 糖 可 以 促进 小 鼠 淋 巴 细 胞 分 泌 白 
白术 多 糖 可 以 提高 猪 血 淋巴 细胞 干扰 素 Y (INF-y〉 的 分 泌 水 平 ， 纠 正 T 细胞 亚 群 


高 鸿 霞 等 中 推测 防风 多 糖 提高 自然 杀伤 NK》 细胞 活性 作用 机 


EE 屏风 多 糖 对 草鱼 肠 道 绒毛 形态 及 头 肾 中 免疫 相关 基因 


介 素 2 aL-2) 00;， 朱 南 山 


DWAAL 


出 与 促进 IL-2 活性 、 诱 导 


屏风 多 糖 对 机 体 的 免疫 性 能 有 一 定 的 改善 作用 。 本 试验 


白介素 2 
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-2) 、 干 扰 素 y (INF-y) 和 上 肠 道 中 吸收 相关 钠 葡 萄 糖 转运 蛋白 1 CSGLT-1) 、 和 葡萄 糖 转运 蛋白 2 


(GLUT-2) mRNA 相对 表达 量 的 影响 ， 从 而 为 玉屏 风 多 糖 在 水 产 养殖 中 的 应 用 提供 试验 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 


灰分 、 


试验 动物 与 饲料 


草鱼 : 由 佛山 市 南海 百 容 水 产 民 种 有 限 公 司 提供 。 


玉屏 风 多 糖 : 购 自 佛山 德 众 药 业 有 限 公 司 ， 经 实验 室 测 定 其 总 还 原 糖 、 粗 和 蛋白质 、 粗 脂肪 、 粒 


水 分 和 粗 纤维 的 含量 分 别 为 34.2%、18.52%、0.71%、8.86%、8.21% 和 0.67%. 


基础 饲料 组 成 及 营养 水 平 见 表 1。 


表 1 基础 饲料 组 成 及 营养 水 平 〈 干 物质 基础 ) 


Table 1 Composition and nutrient levels of the basal diet (DM basis) % 


=i 


H Items 含量 Content 


原料 Ingredients 


鱼粉 Fish meal 4.0 
豆粕 Soybean meal 27.3 
米糠 Rice bran 9.6 
菜 籽 粕 Rapeseed meal 26.4 
fi} Wheat flour 24.7 
豆油 Soybean oil 1.5 


维生素 预 混 料 Vitamin 


1.5 
premix” 
矿质 元 素 预 混 料 

1.5 
Mineral premix” 
贝壳 粉 Shell powder 1.7 


HRAT CaHPO4 1.8 
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合计 Total 100.0 


营养 水 平 Nutrient levels 


HEA CP 34.66 
粗 脂肪 EE 4.74 
粗 纤 维 CF 6.80 
粗 灰 分 Ash 8.94 
水 分 Moisture 10.00 


MS 


生 素 预 混 料 为 每 千克 饲料 提供 The vitamin premix provided the following per kilogram of the diet: VA 150 


000 IU, VD; 30 000 IU, VE 750 mg, VK; 150 mg, 叶酸 folic acid 2.5 g, 烟 酰胺 nicotinamide 50 g, 泛酸 pantothenic 


acid 40 g， 肌 醇 inositol 75 g。 


2 矿物 元 素 预 混 料 为 每 千克 饲料 提供 The mineral premix provided the following per kilogram of the diet: Fe 2.5 


g: Cu0.075 g, Zn0.75g, Mn0.5g, Mg5g, 122.5 mg, Se3.5 mg, Co7.5 mg. 


2 试验 设计 与 饲养 管理 


试验 选择 750 尾 健康 、 平 均 体 重 为 〈74.50+2.50) g 的 草鱼 ， 随 机 分 为 5 组 (每 组 6 个 重复 ， 


每 个 重复 25 尾 ) 。 对 照 组 ( I 组 ) 投 喂 基 础 饲料 ， 试 验 组 〈I~V 组 ) 投 喂 在 基础 饲料 基础 上 分 别 


添加 0.8、1.2、1.6、2.0 g/kg 玉屏 风 多 糖 的 试验 饲料 。 养 殖 试验 统一 选用 200L 容积 的 养殖 桶 ( 桶 体 


7 


1. 


1 


H1 51cm, H4% 40cm, AJE 98cm) , 24h Ñ, 3d% 1 次 水 〈 每 次 为 总 水 量 的 1/3) 。 预 试 期 


d， 正 试 期 28 d， 按 照 日 常生 产 方法 投 喂 ， 每 日 09:00 和 17:00 ARR 1 次 饲料 ， 每 次 投 食量 为 鱼 


总 重量 的 4%。 


3 试验 样品 的 采集 与 测定 方法 


.3.1 肠 道 切 片 样品 的 采集 与 处 理 


分 别 在 正式 试验 开始 后 的 第 13、27 天 08: 00 开始 禁 食 ， 第 14、28 天 08: 00 每 个 重复 随机 选 


取 1 尾 〈 每 个 组 6 尾 ) 草鱼 ， 在 冰 面 上 进行 解剖 ， 快 速 取出 肠 道 ， 剔 除 肠 道 周围 多 余 的 脂肪 ， 切 取 


长 度 为 1 cm 左右 的 草鱼 前 肠 道 ， 用 pH 为 7.2 一 7.4 的 磷酸 盐 缓冲 液 冲洗 肠 道 ， 于 卡 诺 固定 液 中 《无 
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色 。 


西 精 60 mL， 和 氯仿 30 mL， 冰 醋酸 10 mL) 固定 ， 用 石蜡 包 埋 、 切 片 ， 采 
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苏 木 精 - 伊 红 CHE) % 


用 显微镜 显示 各 组 肠 黏膜 形态 结构 ， 测 定 肌 层 厚度 ， 并 在 每 个 组 织 切片 上 选取 5 根 走向 平 直 、 


伸展 良好 的 绒毛 , 用 Image-Pro Plus 6.0 AUR Ab EE aK AE UU EE PE. BRE, 计算 绕 腺 比 (VC ) ， 


即 绒毛 高 度 / 隐 窜 深度 。 


1.3.2 ”主要 免疫 吸收 指标 基因 表达 测定 样品 的 采集 与 处 理 


冰 


面 上 进行 解剖 ， 快 速 取出 肠 道 ， 剔 除 肠 道 周围 多 余 的 脂肪 ， 用 pH 为 7.2 


在 正式 试验 的 第 7、14、21 和 28 天 时 ，08: 00 HMB, 09: 00 每 组 分 别 随机 选取 5 


草鱼 ， 在 


cil 


~7.4 的 磷酸 盐 缓冲 液 冲 


洗 肠 道 后 ， 快 速 称 取 0.2 g 的 前 肠 ， 于 已 装 有 RNA fix 的 Ep 管 中 保 存 ，24 h 后 将 管 中 RNA fix WR 


dt, -80 C 保 在 。 草 鱼 头 明 的 取样 方式 同 前 肠 。 


1.3.3 


mRNA 相对 表达 量 的 检测 


总 RNA 的 提取 与 反 转 录 参 照 PrimeScriptIM RT Reagent Kit 试剂 盒 的 说 明 进 行 。 


根据 NCBI 上 公布 的 草鱼 B2m 基因 序列 (GenBank 登录 号 : AB190815 


> 


引物 ， 根 据 NCBI 上 公布 的 草鱼 IL-2 基因 序列 (GenBank 登录 号 : AF48 


.1) 设计 相对 定量 内 参 基 


SN 


6820.1) 、 草 鱼 IFN-y 基 


序列 (GenBank 登录 号 : FJ695519.1) ~ ff SGLT-1 基因 序列 (GenBank 登录 号 : JN867793.1) 


和 斑马 鱼 的 GLUT-2 基因 序列 (GenBank 登录 号 : NM_001042721.1) 设计 相应 的 奖 光 定量 引物 CR 


2) 。 以 上 所 有 引物 由 上 海 生 物 工 程 有 限 公 司 引 物 合成 部 《广州 分 公司 ) ìà 


基因 Genes 


pB2m 


白介素 -2 IL-2 


表 2 实时 荧光 定量 PCR 引物 


Table 2 Primer sequences for RT-qgPCR 


行 合成 。 


退火 温度 Annealing 


temperature/C 


产物 长 度 
引物 序列 Primer sequences (5’-3’ ) Product 

length/bp 
F: GGCTGGCAGTTTCACCTCAC 

150 60 
R: CCACCCTTTGTCTGGCTTTG 
F: AGACGTGTCTAAACCGCTGA 145 55 
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102 
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s; 第 2 步 ，95'C 5s，55 'C 20s，72 C348, 4 40 个 循环 ) 第 3 步 ， 绘 人 


R: TTTGGTTTGATACTGCGTGG 


干扰 素 y F: CTCTGCAAGAACATTATAAA 


IFN-y R: TCCCTTCTTTATGCTCAGAC 


钠 葡 萄 糖 转 F: GTTCATGCTGTTTCTGATCG 


R: TCCCACCAACAGACCAATAC 


葡萄 糖 转运 F: CGACACAAGGGTGAAAATGA 


R: CGAAATGAAGGCAGAAAAGG 
GLUT-2 


F 代表 正 向 引物 ，R 代表 反 向 引物 。 
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176 55 
203 55 
247 55 


F represented forward primer, R represented reverse primer. 


采用 SYBR® Premix Ex Tap™ [试剂 盒 进 行 实 时 定量 PCR 试验 。 反 应 程序 为 : 第 1 步 , 95 °C 30 


I 熔 解 曲线 。 反 应 体系 为 


Ei 


20 uL, 包括 : 2xSYBR® Premix Ex Taq™ II 10 uL, 正 向 引物 (10 pmol/L) 0.8 uL, S 5H 0umol/L) 


0.8 uL, 50x ROX Peference Dye II 0.4 uL, cDNA 模板 2 uL, ddH320 6 pL. 


环 数 ， 模 板 


ACt (试验 组 ) = 试验 组 目的 基因 Ct 一 试验 组 


ACt (对 照 组 ) = 对 照 组 目的 基因 Ct 一 对 照 组 


目的 基因 的 mRNA 的 相对 表达 量 采 用 2 个 “法 计算 。Ct 值 为 荧光 量 与 荧光 阔 值 线 交叉 时 的 特 


的 起 始 找 贝 数 越 多 ，Ct 值 越 小 。 计 算 公式 如 下 : 


基因 Ct。 


基因 Ct。 


AACt= 平 均值 Ct (试验 组 ) 一 平均 值 ACt (对 照 组 ) 。 


目的 基因 mRNA 相对 表达 量 〈 试 验 组 /对 照 组 ) =2 OC", 


比较 2-AAct 值 的 大 小 ， 就 可 以 知道 目的 基因 相对 表达 量 的 高 低 ， 从 而 得 出 目的 基因 mRNA 的 


相对 表达 量 差异 。 


1.4 


试验 数据 的 处 理 与 分 析 
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试验 数据 采用 Excel 2010 进行 初步 处 理 ， 采 用 SPSS 19.0 软件 中 的 单 因 素 方差 分 析 (one-way 
ANOVA) 进行 显著 性 检验 ， 并 采用 Duncan 氏 法 进行 多 重 比 较 ， 结 果 以 “平均 值 + 标准 差 " 表 示 。 
2 结果 与 分 析 
2.1 玉屏 风 多 糖 对 草鱼 肠 黏膜 形态 结构 的 影响 
由 表 3 可 知 , 在 草鱼 饲料 中 添加 不 同比 例 的 玉屏 风 多 糖 对 草鱼 的 绒毛 高 度 无 显著 影响 (P>0.05)。 
第 14 天 时 ， 各 试验 组 的 隐 窝 深度 均 低 于 对 照 组 ， 其 中 试验 V 组 与 对 照 组 的 差异 到 达 显 著 水 平 
(P<0.05) ， 且 显著 低 于 试验 I、ILI、V 组 CP<0.05) 。 试 验 第 14 天 时 ， 各 试验 组 的 绒 腺 比 均 高 于 
对 照 组 ， 其 中 试验 V 组 与 对 照 组 的 差异 到 达 显 著 水 平 (P<0.05) ， 且 显著 高 于 试验 了 [组 CP<0.05) ; 
试验 第 28 天 时 ， 各 试验 组 的 绒 腺 比 稍 低 于 对 照 组 ， 但 差异 均 不 显著 〈P>0.05) 。 试 验 第 14 天 和 28 
天 时 ， 各 试验 组 的 肌 层 厚度 均 高 于 对 照 组 ， 但 差异 均 不 显著 〈P>0.05) 。 
RI 玉屏 风 多 糖 对 草鱼 肠 黏 膜 形 态 结构 的 影响 
Table 3 Effects of Yupingfeng polysaccharide on intestinal mucosal morphology of grass carp (Ctenopharyngodon idellus) 
组 别 Groups 
项 目 时 间 
Items Time 
I I M IV V 
第 14 
天 
559.80432.74 549.61+40.62 558.29439.64 553.30436.76 568.61+12.83 
Day 
RERE 14 
Villus height/um 28 
天 
694.13435.21 653.92438.23 662.33425.49 684.02427.57 673.65429.72 
Day 


28 
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隐 帘 深度 


Crypt depth/um 


IREE VC 


肌 


ML 
| 
RE 


Muscularis 


thickness/um 


Day 


14 


Day 


28 


Day 


14 


Day 


28 


Day 


14 


第 28 


Day 


28 


55.17+5.42° 


46.17+4.48 


10.22+ 


1.29° 


15.31+40.94 


93.70429.35 


115.744 


E8.08 


49.57+6.33° 


47.82+6.08 


11.14+0.74° 


13.79+41.45 


106.83+28.11 


131.614 


7.58 


44.074 


48.334 


13.12+ 


13.774 


113.534 


128.114 


12.24° 


5.06 


2.48” 


t 1.04 


37.49 


19.35 


42.984 


48.364 


13.29+ 


14.504 


114.224 


112.834 
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10.20° 


7.98 


2.68" 


£3.27 


24.72 


10.00 


37.94+6.49° 


45.32+46.45 


15.26£2.37° 


15.0742.32 


101.70+20.30 


117.424 


7.58 


116 


117 


同行 数据 肩 标 相 同 或 无 字母 表示 差异 不 显著 CP>0.05) ， 
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不 同 字母 表示 差异 显著 (P<0.05) 。 


Values in the same row with the same or no letter superscripts indicated no significant difference (P>0.05), while with 


different letter superscripts indicated significant difference (P<0.05). 


2.2 玉屏 风 多 糖 对 免疫 相关 基 


HK 4 可 知 , E 


一 定 影响 ， 以 对 照 组 为 基础 ， 通 过 计算 试验 组 与 对 照 组 


PH IL-2 All IFN-y 这 


对 于 IL-2 的 mRNA 相对 表达 量 ， 


著 高 于 对 照 组 (P<0.01) ，I 和 YV 组 与 对 照 组 差异 不 显著 (P>0.05) ; 


Al IL-2 和 IFN-y 在 草鱼 头 肾 中 


屏风 多 糖 对 IL-2 和 IFN-y 基因 寿 


不 同时 期 的 mRNA 相对 表达 量 的 影响 


草鱼 头 肾 中 不 同时 


X 2 种 免疫 基因 的 mRNA 相对 表达 量 均 


期 的 mRNA 相对 表达 量具 有 


提高 作 


的 差异 倍数 ， 可 以 看 出 玉屏 风 多 糖 对 草鱼 头 


在 试验 第 7 天 时 ，IU 组 显著 高 于 对 照 组 CP<0.05) ，TV 组 极 显 


在 试验 第 14 和 28 KI, IV 


V 组 与 对 照 组 差异 均 极 显著 (P<0.01) ，I、IH 咀 与 对 照 组 差异 不 显著 (P>0.05) ; 在 试验 第 21 天 时 ， 


IV 组 显著 高 于 对 照 组 〈P<0.05) ， 其 余 各 组 与 对 照 组 没有 显著 差异 (P>0.05) 。 


对 于 IFN-Y 的 mRNA 相对 表达 量 ， 在 试验 第 7 天 和 21 天 时 ， 各 试验 组 与 对 照 组 均 差异 极 显著 


(P<0.01) ; 在 试验 第 14 天 时 ，II、TV 组 与 对 照 组 差异 极 显 著 (P<0.01) ， 焉 V 组 与 对 照 组 差异 显 


著 (P<0.05) ; 在 试验 第 28 天 时 ，JI 组 与 对 照 组 差异 不 显著 (P>0.05) ， 亚 R 组 与 对 照 组 差异 显著 


(P<0.05) ，V 组 与 对 照 组 差异 极 显 著 (P<0.01) 。 


KRA IL-2 和 IFN-y mRNA 在 草鱼 头 肾 中 的 相对 表达 量 


Table 4 The relative expression levels of IL-2 and IFN-y mRNA in head-kidney of grass carp 


(Ctenopharyngodon idellus) 


1 1.40£0.56 


组 别 Groups 


1.86+0. 


2.84+£0.22 1.57+40.24 
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第 14 天 
1 1.31+0.36 1.59+0.55 1.90+0.37™ 2.19+0.22™ 

Day 14 

第 21 天 
1 1.1340.55 1.1440.28 1.9440.53" 1.69+40.60 

Day 21 

第 28 天 
1 1.10+0.33 1.40+0.34 2.55+0.66” 2.92+0.54” 

Day 28 

第 7 天 
1 2.23+0.30” 1.95+0.47™ 2.80+0.39"" 1.9140.38" 

Day 7 

第 14 天 
1 2.07+0.03 一 1.5140.48° 1.83+0.39™ 1.56+0.15” 

FRR Yy Day 14 

IFN-y 第 21 天 
1 2.59 上 0.94” 3.01+0.56” 2.35+0.35” 2.07+0.57™ 

Day 21 

第 28 天 
1 1.30+0.55 2.09+0.30° 2.00+0.51° 2.76 +0.63” 

Day 28 


相对 于 对 照 组 ，* 表 示 差 异 显著 (P<0.05) ，## 表 示 差 异 极 显著 (P<0.01) 。 下 表 同 。 


Compared with control group, * showed significant difference (P<0.05) , and ** showed extremely significant difference 
(P<0.01) . The same as below . 


2.3 玉屏 风 多 糖 对 吸收 相关 基因 SGLT-1 和 GLUT-2 在 草鱼 肠 道中 不 同时 期 的 mRNA 相对 表达 量 的 


由 表 5 可 知 ， 玉 屏风 多 糖 对 吸收 相关 基因 SGLT-1 和 GLUT-2 在 草鱼 肠 道 中 不 同时 期 的 mRNA 


相对 表达 量具 有 一 定 的 影响 。 


对 于 SGLT-1 mRNA 相对 表达 量 ， 在 试验 第 7 天 时 ， 各 试验 组 均 高 于 对 照 组 ， 其 中 开 与 对 照 组 


差异 不 显著 (P>0.05) , IL V 组 显著 高 于 对 照 组 (P<0.05) ，IV 组 极 显著 高 于 对 照 组 (P<0.01) ; 


ae 


在 试验 第 14 天 时 ， 开 与 对 照 组 差异 不 显著 (P>0.05), IL IV、V 组 均 极 显著 高 于 对 照 组 CP<0.01) ; 
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对 照 组 (P<0.05) , I, V 组 极 显 著 高 于 对 照 组 (P<0.01) 。 


对 于 GLUT-2 mRNA 相对 表达 量 ， 在 试验 第 7 AW, 
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在 试验 第 21 天 时 ， 各 试验 组 均 极 显著 高 于 对 照 组 CP<0.01) ; 在 试验 第 28 KIN, m VA 


显著 高 于 


开 组 与 对 照 组 差异 不 显著 CP>0.05) , M 


组 显著 高 于 对 照 组 (P<0.05) ，IV、YV 组 极 显 著 高 于 对 照 组 CP<0.01) ; 在 试验 第 14 KIN, TAS 


对 照 组 差异 不 显 


aii 


3% (P>0.05), I IV、YV 组 极 显著 高 于 对 照 组 (P<0.01) ; 在 试验 第 21 天 时 ， IK 


JI 显著 高 于 对 照 组 CP<0.05) ，IV、YV 组 极 显著 高 于 对 照 组 CP<0.01) ; 在 试验 第 28 天 时 ， 各 试验 组 


均 高 于 对 照 组 ， 但 与 对 照 组 相 比 均 差异 不 显 


著 (P>0.05) 。 


表 5 SGLT-1 和 GLUT-2 在 草鱼 肠 道中 的 mRNA 相对 表达 量 


Table 5 The relative expression levels of SGLT-1 and GLUT-2 mRNA in intestine of grass carp 


that 
yw 


Genes 


时 间 Time 


(Ctenopharyngodon idellus) 


1.05+ 
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2.34 


1.704 
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1.01+ 


0.39 


0.24 
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0.14 


0.08 


组 别 Groups 


1.56+ 


1.73 土 


2.254 


2.27+ 


1.53 


1.704 


Il 


0.39" 


水 六 


0.29 


水 六 


0.18 


Bad 


0.55 


0.22" 


六 六 


0.21 


2.13+0. 


1.944 


2.63 


1.824! 


2.314 


1.88+ 


六 六 


0.36 


* 


0.24 


六 六 


0.28 


六 六 


0.11 


1.72+0. 


2.06 


2.180. 


1.870. 


2.394 


2.07+0. 


0.38 


= 
> 


chinaXiv:201711.01788 


157 


158 


159 


160 


hk 
[ep] 
jas 


jk 
[ep] 
N 


j= 
[ep] 
CD 


jb 
© 
心 


ha 
D> 
GFI 


— 
lop] 
一 ] 


168 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


GLUT-2 Day 14 
第 21 天 
1 1.52+0.17 1.5940.33° 2.11+0.41 2.01+0.29 
Day 21 
第 28 天 
1 1.00+0.17 1.32+0.20 1.34+0.35 1.1540.37 
Day 28 
3 tf É 


3.1 玉屏 风 多 糖 对 草鱼 肠 黏 膜 形 态 结构 的 影响 


从 试验 结果 可 以 看 出 ， 投 喂 14 d 后 ， 玉 屏风 多 糖 可 以 降低 草鱼 肠 荔 膜 隐 窜 深度， 提高 绒 腺 比 ， 


从 而 可 以 提高 动物 肠 道 的 消化 吸收 能 力 。 肠 道 不 仅 是 动物 机 体 消 化 吸收 营养 物质 的 重要 场所 ， 同 时 


还 具有 免疫 的 功能 ， 肠 黏膜 绒毛 高 度 、 隐 人 帘 深 度 、 绒 腺 比 和 肌 层 厚度 等 都 与 肠 道 的 消化 吸收 和 免疫 


功能 有 密切 的 联系 。 研 究 表明 ， 肠 秋 膜 绒毛 高 度 越 高 ， 肠 道 与 营养 物质 接触 的 面积 就 越 大 ， 对 营养 


物质 的 利用 率 就 越 高 。 通 过 隐 窜 深度 可 以 看 出 隐 帘 细胞 的 增殖 速度 和 细胞 的 发 育 程度 ， 绒 腺 比 是 指 


黏膜 绒毛 高 度 与 隐 罕 深度 的 比值 ， 是 肠 道 对 营养 物质 吸收 能 力 的 综合 反映 呈 。 向 塘 避 指出 肠 道 肌 层 


厚度 与 肠 道 营养 物质 的 消化 率 呈 正 相 关 关 系 ， 即 肠 道 肌 层 厚 度 越 厚 ， 肠 道 对 营养 物质 的 吸收 能 力 就 


越 强 。 陶 浩 29 研 究 发 现 黄 芮 多 糖 可 以 提高 肉 仔鸡 十 二 指 肠 的 绕 毛 高 度 、 绒 腺 比 及 肌 层 厚度 ， 并 且 可 


以 降低 隐 罕 深度 。 黄 玉 章 等 "研究 发 现 黄 蕊 多 糖 可 以 提高 罗 非 鱼 肠 黏膜 绒毛 高 度 、 肌 层 厚 度 ， 降 低 


隐 帘 深度。 赵 燕 飞 等 i 研究 得 出 白术 多 糖 可 不 同 程度 提高 断奶 仔猪 十 二 指 肠 和 空肠 的 绒毛 高 度 ， 加 


深 十 二 指 肠 和 空肠 的 隐 窜 深度。 黄 工 多 糖 、 白 术 多 糖 为 玉屏 风 多 糖 的 重要 组 成 成 分 ， 因 此 ， 可 推测 


玉屏 风 多 糖 同 样 具 有 促进 肠 道 隐 窜 细胞 的 成 熟 、 加 快 肠 绒毛 上 细胞 的 更 新 速度 、 促 进 细胞 对 营养 物 


质 的 消化 利用 的 功能 。 


3.2 ”玉屏 风 多 糖 对 头 肾 中 IL-2 和 IFN-y mRNA 相对 表达 量 的 影响 


荧光 定量 PCR 结果 发 现 ， 饲 料 中 添加 1.6 g/kg 的 玉屏 风 多 糖 能 显著 提高 草鱼 头 肾 中 IL-2 mRNA 


a 


相对 表达 量 ， 添 加 1.2. 1.6, 2.0 g/kg 玉屏 风 多 糖 能 显著 提高 草鱼 头皮 中 IF N-y mRNA 相对 表达 量 。 


Li 等 nM 研究 表明 ,给 患 有 肾炎 的 小 鼠 注 射 黄芪 多 糖 可 以 显著 降低 血液 中 IL-2 的 相对 表达 


二 


， 但 是 与 
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正常 小 鼠 没 有 显著 差异 ， 这 可 能 是 由 于 小 鼠 患 病 后 血液 中 IL-2 的 含量 升 高 ， 通 过 黄芪 多 糖 的 作用 ， 


使 含量 过 高 的 IL-2 恢复 到 正常 水 平 。Chen 等 RI 研究 发 现 黄芪 多 糖 可 以 提高 白 罗 曼 公鸡 血 清 中 新 城 


疫 疫苗 的 抗体 浓度 和 IL-2 的 含量 ， 并 且 发 现 黄 工 多 糖 和 苗 参 碱 共同 作用 可 以 显著 提高 血清 中 新 城 疫 


疫苗 的 抗体 浓度 及 IL-2 的 含量 。Yuan 等 所 研究 发 现 饲 粮 中 添加 不 同比 例 的 黄芪 多 糖 可 以 促进 断奶 


仔猪 血清 中 IL-2 及 IFN-Y 基因 的 表达 。 卢 一 松 等 所 研究 发 现 从 中 药 白术 提取 的 多 糖 成 分 可 显著 提高 


ah 


小 鼠 血 清 中 IFN-y 的 含量 。 邓 桦 等 上 试验 表明 玉屏 风 多 糖 可 促进 小 鼠 红细胞 免疫 功能 的 恢复 ， 同 时 


可 显著 提高 IL-2 和 IFN-Y 含 量 。 由 此 可 见 ， 在 饲料 中 添加 适宜 比例 的 玉屏 风 多 糖 能 促进 草鱼 头 肾 中 


IL-2 及 IFN-y 的 生成 ， 进 而 发 挥 免疫 增强 作用 。 


3.3” 玉 屏风 多 糖 对 上 肠 道 中 SGLT-1 和 GLUT-2 mRNA 相对 表达 量 的 影响 


荧光 定量 PCR 结果 发 现 , 饲料 中 添加 1.2. 1.6, 2.0 g/kg 玉屏 风 多 糖 均 能 提高 草鱼 肠 道 中 SGLT-1 


和 GLUT-2 mRNA 相对 表达 量 。 葡 萄 糖 是 动物 体内 重要 的 能 源 物质 ， 是 新 陈 代 谢 的 中 间 产 物 。 和 葡萄 


糖 主要 在 小 肠 中 通过 主动 运输 的 方式 被 动物 机 体 吸收 ， 过 程 需 要 载体 的 参与 才能 完成 "HH。 肠 道 


中 , 与 葡萄 糖 转运 相关 的 载体 蛋白 主要 有 SGLT-1 和 GLUT-2°°)., 已 有 研究 表明 可 以 通过 调节 SGLT-1 


和 GLUT-2 的 表达 来 影响 机 体 对 葡萄 糖 的 吸收 C9。 相 关 研 究 表明 ，SGLEL1 和 GLUT-2 与 葡萄 糖 具 有 


相互 促进 的 作用 ， 肠 道中 的 葡萄 糖 和 类 葡萄 糖 结构 物质 的 增加 可 以 提高 转运 蛋白 的 表达 量 王 ]， 


高 会 促进 肠 道 对 葡萄 糖 的 吸收 利用 此。 玉屏 风 多 糖 中 含有 较 多 的 葡 


SGLT-1 和 GLUT-2 #3 
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萄 糖 和 阿拉 伯 糖 、 半 乳糖 等 类 葡萄 糖 结构 物质 FJ， 因 此 可 以 推测 肠 道中 玉屏 风 多 糖 能 通过 提高 草鱼 


肠 道中 SGLT-1 和 GLUT-2 基因 的 表达 来 加 快 营养 物质 的 吸收 。 


4 ai R 


O ERMAR RRIS EEEE A RRES, EH SGLT-1 和 


GLUT-2 基因 的 表达 ， 进 而 提高 肠 道 吸收 功能 ， 同 时 ， 玉 屏风 多 糖 还 能 通过 调控 头 肯 中 L-2 


和 IFN-y 基因 的 表达 ， 增 强 机 体 免 疫 力 ， 从 而 提高 机 体 免 疫 能 


© 从 节约 饲养 成 本 出 发 ， 草 鱼 饲料 中 玉屏 风 多 糖 最 适 添 加 量 为 1.6 gkg. 
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Effects of Yupingfeng Polysaccharide on Morphology of Intestinal Mucosa and Expression of Main 
Immune and Absorption Genes of Grass Carp (Ctenopharyngodon idellus) 
YIN Fuquan' WU Yongliang” LIU Mingzhul” TAN Shuwen* YANG Ying? YU Hui” 
(1. College of Agricultural, Guangdong Ocean University, Zhanjiang 524088, China; 2. College of Life 
Science and Engineering, Foshan University, Foshan 528231, China; 3. Guangzhou Institute of Advanced 


Technology, Chinese Academy of Sciences, Guangzhou 511458, China) 
Abstract: This experiment was designed to investigate the effects of Yupingfeng polysaccharide on 
morphology of intestinal mucosa and expression of main immune and absorption genes of grass carp 
(Ctenopharyngodon idellus). A total of 750 healthy grass carp with an average body weight of (74.50 + 
2.50) g were randomly assigned to 5 groups with 3 replicates per group and 50 fish per replicate. The first 
group (group I ) was the control group and fed a basal diet, and the remaining four groups (groups II, III, 
IV and V) were experimental groups and fed experimental diets supplementing 0.8, 1.2, 1.6 and 2.0 g/kg 
Yupingfeng polysaccharide based on the basal diet, respectively. The pre-trial period was 7 days, and the 
formal trial period was 28 days. The results showed as follows: 1) feeding for 14 days, the crypt depth of 
group V was significantly lower than that of control group (P<0.05), and the villus height/crypt depth of 
group V was significantly higher than that of control group (P<0.05). 2) On the trial day 7, compared 
with the control group, the relative expression level of interleukin-2 (IL-2) mRNA in head-kidney of groups 
III and IV was significantly or extremely significantly increased (P<0.05 or P<0.01), the relative 
expression level of interferon y ([FN-y) mRNA in head-kidney of groups II, HI, IV and V was extremely 
significantly increased (P<0.01), and the relative expression levels of sodium glucose transporter 1 
(SGLT-1) and glucose transport protein 2 (GLUT-2) mRNA in intestine of groups III, IV and V were 
significantly or extremely significantly increased (P<0.05 or P<0.01). 3) On the trial day 14, compared 
with the control group, the relative expression level of JL-2 mRNA in head-kidney of groups IV and V was 
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extremely significantly increased (P<0.01), the relative expression level of JFN-y mRNA in head-kidney of 
groups II, III, IV and V was significantly or extremely significantly increased (P<0.05 or P<0.01 ), and 
the relative expression levels of SGLT-1 and GLUT-2 mRNA in intestine of groups III, IV and V were 
extremely significantly increased (P<0.01). 4) On the trial day 21, compared with the control group, the 
relative expression level of JL-2 mRNA in head-kidney of group IV was significantly increased (P<0.05), 
the relative expression level of JFN-y mRNA in head-kidney of groups II, III, IV and V was extremely 
significantly increased (P<0.01), and the relative expression levels of SGLT-1 and GLUT-2 mRNA in 
intestine of groups II, II, IV and V were significantly or extremely significantly increased (P<0.05 or 
P<0.01). 5) On the trial day 28, compared with the control group, the relative expression level of /L-2 
mRNA in head-kidney of groups IV and V was extremely significantly increased (P<0.01), the relative 
expression level of JFN-y mRNA in head-kidney of groups III, IV and V was significantly or extremely 
significantly increased (P<0.05 or P<0.01), and the relative expression levels of SGLT-1 and GLUT-2 
mRNA in intestine of groups II, III, IV and V were significantly or extremely significantly increased 
(P<0.05 or P<0.01). On the whole, supplementing a certain amount of Yupingfeng polysaccharide in the 
diet can improve the morphology of intestinal mucosa, promote the expression of sg/t-1 and glut-2 genes in 
intestine, regulate the expression of /L-2 and JFN-y genes in head-kidney, and then improve the intestinal 
absorption function and immunity of grass carp. In consideration of saving cost, the optimum supplemental 


level Yupingfeng polysaccharide in the diet of grass carp is 1.6 g/kg 


Key words: grass carp; Yupingfeng polysaccharide; intestinal villus; IL-2; IFN-y; SGLT-1; GLUT-2 


